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Résumé 
L’angiopoietin-like 2 (angptl2) est une glycoprotéine de 64 kDa pro-inflammatoire et 
pro-athérogénique associée à divers maladies inflammatoires chroniques. Il est probable que 
l’angptl2 possède également un effet pro-oxydant, puisqu’elle stimule la production aigüe de 
dérivés réactifs oxygénés (DRO). Le facteur de transcription « nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2 » (Nrf2) fait partie d’un mécanisme antioxydant majeur permettant de 
maintenir l’équilibre redox via l’induction de plusieurs gènes de l’élément de réponse 
antioxydante (ERA). En présence de DRO, la protéine Keap-1 se dissocie de Nrf2 et cesse de 
promouvoir sa dégradation protéasomale. Cette dissociation est stimulée par la protéine DJ-1 
qui favorise la translocation nucléaire de Nrf2. La p38MAPK peut phosphoryler Nrf2 et 
promouvoir son interaction avec Keap-1.  
Nous avons posé l’hypothèse selon laquelle l’angptl2 causait un stress oxydant 
chronique, d’abord en stimulant en aigu la production de DRO, puis en inhibant la voie 
antioxydante Nrf2. Nous avons étudié, par immunobuvardage de type Western sur des cellules 
endothéliales en culture (HUVEC), les effets de l’angptl2 recombinante (100 nM) sur les 
niveaux protéiques nucléaires de Nrf2, les niveaux de Keap-1 dans le cytosol et de DJ-1 dans 
le noyau, en absence et en présence de l’antioxydant NAC (10 µM). Nous avons également 
étudié l’activation de la p38MAPK.  
Les niveaux nucléaires de Nrf2 n’ont pas été affectés par la stimulation aigüe (10 min) 
à l’angptl2 recombinante, mais ont été diminués par la stimulation chronique (24 h). L’ajout 
d’un agent antioxydant n’a pas altéré l’effet chronique, indiquant que les DRO ne sont pas 
directement impliqués. Les niveaux protéiques cytosoliques de Keap-1, protéine inhibitrice de 
Nrf2, et les niveaux nucléaires de DJ-1, protéine stabilisatrice de Nrf2, n’ont pas été affectés 
par l’angptl2 de manière significative. La phosphorylation de la p38MAPK n’a pas été non 
plus affectée par la stimulation aigüe ou chronique à l’angptl2. Ces données suggèrent que 
l’angptl2 n’a pas d’effet aigu, mais a un effet chronique inhibiteur sur la voie Nrf2, qui n’est 
pas associé à un effet sur Keap-1, DJ-1 ou p38MAPK.  
Mots-clés : angptl2, stress oxydant, inflammation, endothélium, DJ-1, Keap-1, p38MAPK 
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Abstract 
 
Angiopoietin-like 2 (angptl2) is a 64 kDa pro-inflammatory and pro-atherogenic 
glycoprotein associated with various chronic inflammatory diseases. It is likely that angptl2 
also has a pro-oxidant property, since it stimulates the acute production of reactive oxygen 
species (ROS). The transcription factor nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) 
constitutes a major antioxidant mechanism, responsible for maintaining redox balance within 
the cell via the induction of various genes composing the antioxidant response element (ARE). 
In the presence of ROS, cytosolic protein Keap-1 dissociates from Nrf2 and is thus no longer 
able to target Nrf2 for proteasomal degradation. The interaction between Nrf2 and Keap-1 is 
inhibited by DJ-1, another regulator of Nrf2, but is favoured by phosphorylation of Nrf2 by 
p38MAPK.  
Our hypothesis was that angptl2 caused a chronic oxidative stress, at first by 
stimulating an acute ROS production, and later by inhibiting the Nrf2 antioxidant pathway. 
We studied, by Western Blot on cultured endothelial cells (HUVEC), the effects of 
recombinant angptl2 (100 nM) on nuclear protein levels of Nrf2, as well as cytosolic levels of 
Keap-1 and nuclear levels of DJ-1 in the absence and presence of the antioxidant NAC (10 
µM). We also measured the activation of p38MAPK in response to angptl2 stimulation.  
Nuclear protein levels of Nrf2 were not affected by acute simulation (10 min) by 
recombinant angptl2, but were diminished after chronic stimulation (24 h). The addition of an 
antioxidant did not alter angptl2’s chronic effect on Nrf2, indicating that ROS were not 
directly implicated. Cytosolic levels of Keap-1 and nuclear levels of DJ-1 were not 
significantly affected by angptl2. Similarly, angptl2 did not affect p38MAPK phosphorylation.  
These data suggest that angptl2 has no acute effect on Nrf2, but has an inhibitory 
chronic effect, which is not likely to involve Keap-1, DJ-1 or p38MAPK.  
 
Keywords : angptl2, oxidative stress, inflammation, endothelium, DJ-1, Keap-1, p38MAPK 
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1. Introduction 
1.1.  Mise en contexte 
Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité au Canada 
(Statistique-Canada 2011), et dans le monde (WHO 2011) enlevant la vie à un Canadien toutes 
les 7 minutes et étant responsables d’environ 30% des décès totaux en 2008 au Canada 
(Statistique-Canada 2011) et dans le monde (WHO 2011). Elles coûtent à l’économie 
canadienne plus de 20.9 milliards de dollars par année en traitements et coûts associés à la 
perte de productivité (Board of Canada, 2010). Ces maladies cardiovasculaires touchent le 
cœur ou les vaisseaux sanguins, incluant les infarctus du myocarde, les accidents vasculaires 
cérébraux, les thromboembolismes et les maladies cardiaques congénitales. Les cellules 
endothéliales sont les cellules qui tapissent l’intérieur des vaisseaux sanguins en une 
monocouche, formant une barrière ayant une superficie totale estimée à 350 m2 (Pries, 
Secomb et al. 2000) qui régule les échanges entre le sang et le tissu périvasculaire. 
L’importance de l’intégrité de l’endothélium est mise en évidence par les nombreuses autres 
fonctions de cette monocouche cellulaire : l’endothélium est antithrombotique/anticoagulant, il 
contrôle la réponse immunitaire inflammatoire en interagissant avec les leucocytes, et régule 
et contrôle le tonus vasculaire en communiquant avec les cellules musculaires lisses 
vasculaires (CMLV). L’endothélium peut devenir dysfonctionnel lorsqu’il est exposé de façon 
chronique à des niveaux élevés de stress oxydant ou d’inflammation, et cette dysfonction 
endothéliale peut mener aux maladies cardiovasculaires telles que l’athérosclérose. C’est dans 
ce contexte pro-inflammatoire et pro-oxydant que la surexpression de la protéine soluble 
angiopoietin-like2 (angptl2) a été observée dans des cellules endothéliales isolées et cultivées 
provenant de patients coronariens sévères fumeurs (Farhat, Thorin-Trescases et al. 2008). 
L’angptl2 est une glycoprotéine de 64 kDa associée à divers maladies inflammatoires 
chroniques, et qui est pro-inflammatoire et pro-athérogénique (Thorin-Trescases and Thorin 
2014). Notre hypothèse de travail est que l’angptl2 est également pro-oxydante, via un effet 
inhibiteur sur les mécanismes antioxydants des cellules endothéliales. Cet effet pro-oxydant, 
en synergie avec l’effet pro-inflammatoire, contribuerait au développement des maladies 
chroniques telles que l’athérosclérose.  
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1.2.  L’endothélium et la fonction endothéliale  
 
1.2.1.   L’endothélium et ses rôles physiologiques 
1.2.1.1.   Description de l’endothélium 
Les vaisseaux sanguins sont formés de trois couches : la tunica intima est composée de 
l’endothélium reposant sur la membrane basale et de tissu conjonctif, et est délimitée par la 
limitante élastique interne; la tunica media est située entre les limitantes élastiques internes et 
externes, composée de CMLV et de tissu conjonctif; finalement, l’adventice enveloppe le 
vaisseau dans une matrice de collagène et peut comporter des nerfs et des petits vaisseaux 
irriguant la paroi des artères plus épaisses.  
L’endothélium est la monocouche de cellules endothéliales qui tapisse la paroi interne 
des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Alors que dans les années 1950, il était vu comme 
n’étant « [qu’]un peu plus qu’une feuille de cellophane nucléée » (Florey 1966), l’endothélium 
occupe de nombreuses fonctions variées et vitales, si bien qu’il peut être considéré aujourd’hui 
comme un organe à part entière (Aird 2004) dont l’intégrité est nécessaire à une bonne santé 
cardiovasculaire. 
 
1.2.1.2.   Rôles de l’endothélium 
1.2.1.2.1.   Barrière 
Tout d’abord, l’endothélium sert de barrière entre le sang et les tissus, permettant le 
passage sélectif de cellules sanguines, de nutriments et de molécules bioactives. Les échanges 
entre le sang et l’endothélium peuvent se produire de 4 façons, soit par diffusion passive à 
travers la cellule pour les molécules lipophiles et les gaz, par transcytose à travers des cavéoles 
et vésicules, par transporteurs membranaires à travers le cytoplasme des cellules endothéliales 
pour les grosses molécules et protéines, ou par passage intercellulaire pour les cellules, l’eau et 
les ions (Yuan and Rigor 2010, Mohrman and Heller 2014). Il existe trois types de jonctions 
qui lient les cellules endothéliales entre elles. Les jonctions GAP forment des pores qui 
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permettent le passage d’ions et petites molécules (<1 kDa) (Simon and Goodenough 1998) 
d’une cellule endothéliale à l’autre. Les jonctions serrées (« tight junctions ») sont formées 
majoritairement par deux types de protéines transmembranaires, les occludines et les claudines 
(Balda and Matter 2008). Ces jonctions serrées permettent non seulement de sceller la paroi 
endothéliale et d’empêcher le passage de molécules et d’ions, mais aussi de préserver la 
polarité des cellules en formant une barrière qui prévient les échanges de molécules 
transmembranaires entre les surfaces basale et apicale (Cereijido, Contreras et al. 2008). 
Finalement, les jonctions adhérentes, formées de cadhérines et de caténines, régulent la 
perméabilité vasculaire aux grosses molécules et cellules inflammatoires (Nagafuchi 2001).  
1.2.1.2.2.   Hémostase 
En conditions physiologiques, l’endothélium possède des propriétés anticoagulantes. Il 
produit de nombreuses molécules qui inhibent l’activation des plaquettes et donc la formation 
du thrombus, comme le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline (PGI2), l’ecto-adénosine 
diphosphatase, et la thrombomoduline (Wu and Thiagarajan 1996). Par contre, lors d’une 
blessure ou d’un saignement, l’endothélium participe à la formation du thrombus en 
produisant des facteurs prothrombotiques comme le facteur von Willebrand, nécessaire à 
l’adhésion plaquettaire sur l’endothélium (Handin and Wagner 1989).  
1.2.1.2.3.   Inflammation 
L’inflammation est une réaction physiologique importante faisant partie de la réponse 
immunitaire innée, qui a pour rôle de protéger l’organisme contre les pathogènes étrangers et 
le réparer suite à une blessure. Lors de l’initiation de l’inflammation, lorsque les macrophages 
résidents dans le tissu détectent un antigène étranger, ils sécrètent des cytokines 
proinflammatoires qui activent les cellules endothéliales. Ces cellules endothéliales activées 
augmentent l’expression de molécules d’adhésion sur leurs membranes, qui serviront à 
recruter les autres cellules immunitaires qui participent à la réponse inflammatoire et à 
stimuler leur extravasation vers le site de l’inflammation (Serhan, Ward et al. 2010).  
1.2.1.2.4.   Tonus vasculaire 
Les expériences du Dr. Robert Furchgott en 1980 ont été les premières à démontrer le 
rôle l’endothélium dans la vasodilatation (Furchgott and Zawadzki 1980). Précédemment il 
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avait été observé que l’acétylcholine était un facteur vasodilatateur in vivo, mais induisait 
paradoxalement une vasoconstriction ex vivo, sur des artères isolées (Furchgott 1955). Il 
s’avère que dans ces préparations ex vivo, l’endothélium était systématiquement endommagé, 
et lorsque la même expérience était répétée avec un endothélium intact, l’artère se dilatait 
(Furchgott and Zawadzki 1980). Cette expérience a permis d’émettre l’hypothèse selon 
laquelle l’endothélium pouvait relâcher une substance qui influencerait le tonus des CMLV, 
qui fut appelée EDRF pour « endothelium-derived relaxing factor ». Cette substance a ensuite 
été identifiée comme étant le monoxyde d’azote (NO) (Palmer, Ashton et al. 1988). D’autres 
EDRF ont également été identifiés, comme la PGI2 (Siegel, Schnalke et al. 1989) ou le 
« Endothelium-derived hyperpolarizing factor » (EDHF) (Brandes, Schmitz-Winnenthal et al. 
2000). De même, des « endothelium-derived constricting factors » (EDCF) qui induisent la 
vasoconstriction comme l’angiotensine II (AngII) (Britton, Ronau et al. 1986) et 
l’endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa, Kurihara et al. 1988)ont également été identifiés.  
L’endothélium doit préserver un équilibre entre les EDCF et les EDRF de façon à 
préserver un apport sanguin adéquat à tous les organes, et ce rôle de l’endothélium s’appelle la 
« fonction endothéliale ». 
 
1.2.2.   La fonction endothéliales et les EDRFs en conditions physiologiques 
1.2.2.1.   Le NO 
Le monoxyde d’azote gazeux est le vasodilatateur principal produit par l’endothélium. 
Il est produit principalement par la NO synthase endothéliale (eNOS ou NOS de type III), une 
enzyme homodimérique qui transfère les électrons de la nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate (NADPH), un des substrats de la réaction, vers l’O2 pour le réduire et oxyder la L-
arginine, un acide aminé, en L-citrulline (Forstermann and Sessa 2012). La (6R-)5,6,7,8-
tétrahydro-L-bioptérine (BH4), est un cofacteur essentiel à la production de NO par la eNOS 
(Alderton, Cooper et al. 2001). La production de NO par les cellules endothéliales dépend 
également du Ca2+ et elle augmente lorsque les niveaux de Ca2+ intracellulaire ([Ca2+]i) 
augmentent. L’acétylcholine et la bradykinine sont deux exemples de molécules qui induisent 
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cette augmentation du [Ca2+]i, en interagissant avec leurs récepteurs couplés a des protéines G 
(GPCR) respectifs (Colden-Stanfield, Schilling et al. 1987, Busse, Fichtner et al. 1988). 
En plus d’être activée par le calcium, l’activité de la eNOS est augmentée par la 
phosphorylation (McCabe, Fulton et al. 2000, Fleming and Busse 2003). En effet, la eNOS 
dispose de plusieurs sites de phosphorylation dont la Ser1177 où la phosphorylation favorise 
son activité en augmentant son activité réductase et sa sensibilité au calcium (McCabe, Fulton 
et al. 2000, Fleming and Busse 2003). Les kinases responsables de cette phosphorylation sont 
Akt1 (Feliers, Chen et al. 2005), la protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante (CaMKII) 
(Fleming, Fisslthaler et al. 2001), et la protéine kinase A (PKA) (Boo, Hwang et al. 2002). 
Il existe de nombreux autres stimuli qui induisent l’activation de l’eNOS, comme le 
facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) (Feliers, Chen et al. 2005), les 
forces de cisaillements (Boo, Hwang et al. 2002), l’adénosine diphosphate (ADP) (Hess, Kou 
et al. 2009), la thrombine (Thors, Halldorsson et al. 2008), la substance P (Murohara, 
Witzenbichler et al. 1999), l’histamine (Thors, Halldorsson et al. 2004), l’œstrogène (Kirsch, 
Yuhanna et al. 1999), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Thomas, Chen et al. 2002), et la 
sphingosine-1-phosphate (Rikitake, Hirata et al. 2002).  
Le NO produit par la eNOS diffuse ensuite vers les CMLV où il active la guanylate 
cyclase soluble (GCs) en se liant à l’hème qui y est attaché (Arnold, Mittal et al. 1977, 
Ignarro, Wood et al. 1982). La GCs déphosphoryle le GTP et produit du GMP cyclique 
(GMPc) (Hardman and Sutherland 1969) qui sera le médiateur de la relaxation des cellules 
(Murad 1986). Le GMPc diminue le [Ca2+]i en activant la protéine kinase dépendante du 
GMPc (PKG) qui phosphoryle plusieurs protéines (Lincoln, Cornwell et al. 1990). Comme le 
calcium est nécessaire à l’activité contractile des CMLV, la diminution du [Ca2+]i entraine la 
vasodilatation (Jiang and Stephens 1994). Le GMPc peut aussi affecter la contraction de la 
cellule sans influencer le [Ca2+]i , en réduisant l’activité contractile de la myosine en stimulant 
la déphosphorylation des chaines légères de la myosine par les phosphatases des chaines 
légères de la myosine (MLCP) (Lee, Li et al. 1997).  
En plus de son effet vasodilatateur, le NO a également des propriétés anti-
inflammatoires (Kubes, Suzuki et al. 1991) et anti-thrombotiques (Alheid, Frolich et al. 1987) 
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qui proviennent de son effet s-nitrosylant sur les résidus cystéine de plusieurs protéines 
(Stamler, Lamas et al. 2001), comme le facteur nucléaire-κB (« nuclear factor-κB », NFκB) et 
d’autres protéines qui contrôlent le cycle cellulaire (Ghosh and Karin 2002).  
1.2.2.2.   La PGI2 
La PGI2 est une autre molécule produite par l’endothélium capable de relaxer les 
CMLV. Elle provient de l’acide arachidonique, un phospholipide libéré de la membrane 
plasmique par la phospholipase A2 (PLA2) qui est métabolisé par les cyclooxygénases (COX) 
en prostaglandine G2, puis en prostaglandine H2. La prostaglandine H2 est finalement 
transformée en prostacycline par la prostacycline synthétase. Le récepteur de la prostacycline 
dans les CMLV active l’adénylate cyclase (AC), et la protéine kinase A (PKA), ce qui entraine 
une réduction des niveaux de calcium cytosolique (Mitchell, Ali et al. 2008), et donc une 
vasorelaxation (Jiang and Stephens 1994). 
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1.3.  Réponse au stress oxydant en conditions physiologiques 
L’endothélium en santé doit être en mesure de se protéger contre les différents stress 
auxquels il est naturellement exposé. Lorsque les cellules endothéliales sont exposées de façon 
aigüe à un environnement pro-oxydant, elles disposent de voies de défense antioxydantes afin 
de se protéger contre les dommages qui pourraient en résulter. Si les capacités protectrices de 
la cellule sont insuffisantes, l’équilibre redox de la cellule est débalancé et la cellule subit un 
stress oxydant. Le stress oxydant peut contribuer à la dysfonction endothéliale (Silva, 
Pernomian et al. 2012), dysfonction qui contribue au développement de l’athérosclérose 
(Bonomini, Tengattini et al. 2008), et qui se caractérise par une réduction des capacités 
vasodilatatrices de l’endothélium. 
 
1.3.1.   Le métabolisme de l’O2 produit des dérivés réactifs de l’oxygène 
Lors du métabolisme naturel du dioxygène, celui-ci subit une réduction de 4 électrons 
qui produit des métabolites oxygénés réactifs, appelés dérivés réactifs de l’oxygène (DRO), 
ayant des réactivités et demi-vie différentes comme l’anion superoxide (O2-), le H2O2, et les 
radicaux hydroxyle (HO) (Yoshikawa and Naito 2002). Bien que ces molécules soient 
présentes en conditions physiologiques et qu’elles semblent avoir une fonction de 
signalisation, elles sont potentiellement nocives pour la cellule puisqu’elles peuvent réagir et 
endommager de façon aléatoire les protéines, l’ARN, l’ADN et les lipides (Sies 2013). 
 
1.3.2.   Gestion des DRO par les enzymes antioxydantes 
La cellule dispose d’enzymes antioxydantes endogènes, telles que la superoxide 
dismutase (SOD), la catalase, et la glutathion peroxydase pour détoxifier ces molécules 
réactives et nocives et préserver l’équilibre redox de la cellule (Finkel and Holbrook 2000). 
 
1.3.2.1.   La SOD 
La SOD est une enzyme antioxydante qui métabolise l’O2- en catalysant la réaction suivante :  
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O2- + O2- + 2H+ = H2O2 + O2 
Le H2O2 ainsi formé est plus stable que l’O2- et sera détoxifié par d’autres enzymes 
(Kalyanaraman 2013). 
1.3.2.2.   La catalase et la GPx  
La catalase et la GPx sont deux enzymes qui métabolisent le H2O2. La catalase est plus 
importante lorsque les niveaux de H2O2 sont faibles, alors que la GPx est plus active lorsque 
les niveaux de H2O2 sont élevés (Kalyanaraman 2013). 
La réaction catalysée par la catalase est :  
2 H2O2 = 2 H2O + O2 
La réaction catalysée par la GPx est :  
2 GSH + H2O2 → GS–SG + 2 H2O,  
où GSH est le glutathion monomérique réduit et GS-SG, le disulfure de glutathion oxydé 
(Kalyanaraman 2013). 
1.3.2.3.   La voie de signalisation Keap-1 - Nrf2 - ERA 
Lorsque la cellule est exposée à des espèces réactives oxygénées, elle augmente la 
synthèse d’enzymes antioxydantes afin de rétablir son équilibre redox. Le « nuclear factor 
(erythroid-derived 2)-like 2 » (Nrf2), est un facteur de transcription exprimé de façon 
ubiquitaire qui se lie et active le promoteur de l’élément de réponse antioxydante (ERA) (Itoh, 
Chiba et al. 1997), stimulant la transcription de gènes antioxydants tels que la SOD, la GPx, la 
catalase, et la hème oxygénase (HO-1) (Dreger, Westphal et al. 2009). En absence de stress 
oxydant, la protéine « Kelch-like ECH-associated protein » (Keap-1) se lie dans le cytoplasme 
au Nrf2 exprimé de façon constitutive, et induit son ubiquitination et dégradation 
protéasomale (McMahon, Thomas et al. 2006). En revanche, lorsque la cellule est exposée à 
des espèces oxydantes et doit augmenter ses activités antioxydantes, Keap-1 agit comme un 
détecteur de stress oxydant et modifie son interaction avec Nrf2 qui n’est alors plus dégradée, 
migre vers le noyau et augmente la transcription de gènes antioxydants (McMahon, Thomas et 
al. 2006). La protéine DJ-1, aussi appelée « Parkinson disease (autosomal recessive, early 
onset) 7 » (PARK7), est une protéine donc l’activité est également influencée par les niveaux 
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redox de la cellule (Wilson 2011) et qui inhibe l’interaction entre Keap-1 et Nrf2 (Clements, 
McNally et al. 2006), favorisant l’activité transcriptionnelle de Nrf2 en présence de stress 
oxydant (Figure 1).  
Les niveaux de DJ-1 (Bitar, Liu et al. 2012) et de Keap-1 (Morales, Vargas et al. 2014) 
sont donc respectivement associés et inversement associés à une activité de la voie de 
signalisation Nrf2, traduite par la translocation nucléaire de Nrf2 et la transcription de gènes 
cibles comme HO-1. Il a été proposé que des pathologies telles que l’athérosclérose (Hosoya, 
Maruyama et al. 2005) et l’hypertension (Pour revue: (Howden 2013)) résultent d’une 
défaillance de la voie cytoprotectrice Nrf2-ERA, conduisant à la dysfonction endothéliale 
(Cheng, Siow et al. 2011), une défaillance qui a été observée dans les artères de rats âgés 
(Ungvari, Bailey-Downs et al. 2011). 
 
Figure 1 : Régulation de Nrf2 par Keap-1 et DJ-1. En absence de stress oxydant, Keap-1 
dirige Nrf2 vers la dégradation protéasomale. En présence de stress oxydant, DJ-1 inhibe 
l’interaction entre Nrf2 et Keap-1 et permet à Nrf2 d’entrer dans le noyau pour induire la 
transcription de gènes antioxydants. Figure adaptée de (Lee 2009). 
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1.3.2.3.1.   La p38MAPK et Nrf2 
La p38 « mitogen-activated protein kinase » (MAPK) est une protéine kinase qui est 
activée en réponse à des stress cellulaires comme l’irradiation ultraviolette (Bodero, Ye et al. 
2003), les cytokines (Prickett and Brautigan 2007), le choc thermique (Murai, Hiragami et al. 
2010), le choc osmotique (Kayali, Austin et al. 2000) et le stress oxydant (Yamada, Egashira 
et al. 2012). La p38MAPK pourrait jouer un rôle dans la signalisation de Nrf2 : il a été 
démontré que Nrf2 présentait dans sa séquence d’acide d’aminés des sites potentiels de 
phosphorylation par des MAPK (Hayes, Ellis et al. 1999), et que l’inhibition pharmacologique 
de p38MAPK par le SB202190 augmentait l’expression de HO-1 dans les fibroblastes 
embryonnaires murins (FEM) de type sauvage, mais pas dans les cellules transgéniques Nrf2-/- 
(Naidu, Vijayan et al. 2009). De plus, la translocation nucléaire de Nrf2 était augmentée dans 
les FEM de souris transgéniques p38-/-, par rapport à ceux de souris p38+/+ (Naidu, Vijayan et 
al. 2009). L’activation de p38MAPK induit la phosphorylation de Nrf2 et favorise son 
interaction avec Keap-1 in vitro (Keum, Yu et al. 2006). La phosphorylation par la p38MAPK 
aurait donc un effet inhibiteur sur la voie de signalisation Nrf2. 
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1.4.  La dysfonction endothéliale 
Lorsque l’endothélium est exposé aux différents facteurs de risques cardiovasculaires 
de façon chronique, sa capacité à induire la vasodilatation est réduite, et cette dysfonction est 
associée à un état pro-inflammatoire, pro-oxydant (Clapp, Hingorani et al. 2004) et pro-
thrombotique (Bouchie, Hansen et al. 1998). C’est ce qu’on nomme la « dysfonction 
endothéliale », qui est propice au développement d’une plaque athérosclérotique (Landmesser, 
Hornig et al. 2004). 
 
1.4.1.   La eNOS découplée et l’importance du NO 
Lorsque les cellules endothéliales sont exposées à un stress oxydant, les DRO 
diminuent la biodisponibilité du NO en le convertissant en peroxynitrite (ONOO·−), bloquant 
les effets anti-inflammatoires et anti-thrombotiques du NO (Pacher, Beckman et al. 2007). 
L’ONOO·− ainsi formé est un composé cytotoxique oxydant qui dégrade la BH4, cofacteur 
nécessaire au bon fonctionnement de l’eNOS (Kuzkaya, Weissmann et al. 2003). Lorsque les 
réserves de BH4 sont épuisées, l’eNOS entre dans un état dit « découplé », où son effet 
oxygénant habituel producteur de NO est remplacé par une activité réductrice qui produit alors 
du O2- (Luo, Lei et al. 2014), ayant un effet pervers additionnel qui contribue à diminuer la 
biodisponibilité du NO. De plus, les DRO peuvent être convertis en H2O2 par la SOD, et cet 
H2O2 peut réagir avec les groupements cystéine des protéines (Rhee 2006). Puisque les effets 
anti-inflammatoires du NO proviennent de sa capacité à réagir avec les résidus cystéine de 
plusieurs protéines en produisant une s-nitrosylation (Stamler, Lamas et al. 2001), le fait que 
ce soit le H2O2 et non le NO qui réagisse avec ces protéines a des conséquences néfastes pour 
la fonction endothéliale (Deanfield, Halcox et al. 2007). L’endothélium est donc susceptible 
de ne pas induire une vasodilatation appropriée à cause de la diminution de la production et 
biodisponibilité du NO, en plus d’entrer dans un état pro-inflammatoire et pro-oxydant. 
 
1.4.2.   La dysfonction endothéliale mène aux maladies cardiovasculaires 
L’importance de l’intégrité endothéliale est mise en évidence lorsqu’on note les 
facteurs de risques cardiovasculaires avec lesquels la dysfonction endothéliale est associée : 
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l’hypercholestérolémie (Casino, Kilcoyne et al. 1993), l’hypercholestérolémie familiale 
(Sorensen, Celermajer et al. 1994), l’hyperlipidémie (Quyyumi, Mulcahy et al. 1997), le 
tabagisme (Davis, Shelton et al. 1985), l’âge (Celermajer, Sorensen et al. 1994), le diabète 
(Williams, Cusco et al. 1996), et la sédentarité (Hornig, Maier et al. 1996). Ces facteurs de 
risques semblent de plus avoir une effet additif, comme dans l’exemple de 
l’hypercholestérolémie et du tabagisme (Heitzer, Yla-Herttuala et al. 1996). La dysfonction 
endothéliale est elle-même un marqueur indépendant d’évènements cardiovasculaires (Lerman 
and Zeiher 2005), tels que la mort suite à une maladie cardiovasculaire, l’infarctus du 
myocarde, l’accident vasculaire ischémique, l’angine instable (Halcox, Schenke et al. 2002), et 
l’insuffisance cardiaque (Suwaidi, Hamasaki et al. 2000). L’étude de la dysfonction 
endothéliale est particulièrement intéressante dans l’athérosclérose puisque son 
développement est précédée par la dysfonction endothéliale (Harrison, Armstrong et al. 1987, 
Reddy, Nair et al. 1994). La dysfonction endothéliale peut être mesurée en clinique alors que 
l’athérosclérose demeure largement asymptomatique jusqu’au premier évènement 
cardiovasculaire (Ross 1993). La dysfonction endothéliale pourrait donc servir de marqueur 
précoce du développement de l’athérosclérose. 
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1.5.  L’inflammation vasculaire 
 
1.5.1.   Description et acteurs 
L’inflammation est une réponse physiologique à un dommage subi par un tissu, qui 
peut être occasionné par une blessure physique ou par la détection d’un pathogène étranger à 
l’organisme. Ce dommage stimule la cascade inflammatoire et entraine une augmentation de 
la perméabilité vasculaire, l’activation des cellules endothéliales qui produisent des cytokines 
proinflammatoires et des molécules d’adhésion, auxquelles adhèreront les neutrophiles qui 
finiront par pénétrer l’espace périvasculaire, l’activation des macrophages et des plaquettes, et 
la formation d’un thrombus (Serhan, Ward et al. 2010). L’inflammation est dite aigüe ou 
chronique dépendamment non pas de sa durée, mais des types de cellules immunitaires qui y 
sont impliquées : neutrophiles, mastocytes, et plaquettes participent à l’inflammation aigüe, 
tandis que l’inflammation chronique est relayée par les lymphocytes, monocytes/macrophages 
et plasmocytes (Serhan, Ward et al. 2010). Dans les deux cas, l’inflammation a pour but de 
réparer un dommage présent ou potentiel, et donc une fois la blessure guérie, le processus 
inflammatoire doit se terminer par un mécanisme crucial et hautement régulé. En effet, si la 
réponse inflammatoire se prolonge au-delà de son mandat, le tissu est inévitablement 
endommagé par les cellules immunitaires elles-mêmes (Serhan, Ward et al. 2010).  
L’inflammation aigüe débute avec la reconnaissance du pathogène par les macrophages 
résidents qui sécrètent des médiateurs de l’inflammation tels que les prostaglandines, les 
leucotriènes, le facteur d’activation plaquettaire et des cytokines comme le facteur de nécrose 
tumorale α (« tumor necrosis factor α », TNF-α) (Serhan, Ward et al. 2010). Ces facteurs 
contribuent à l’activation des cellules endothéliales qui promeuvent l’extravasation des 
neutrophiles en exposant sur leurs membranes des molécules d’adhésion comme 
l’« intercellular adhesion molecule 1 » (ICAM-1), P-sélectine et E-sélectine, alors que les 
neutrophiles activés augmentent l’expression sur leurs membranes de molécules d’adhésion 
comme l’intégrine CD11b/CD18 et les ligands des sélectines P et E (PSGL-1 et ESL-1) 
(Serhan, Ward et al. 2010). L’endothélium activé sécrète également le facteur tissulaire qui 
active les plaquettes et mène à la formation du thrombus. La perméabilité du vaisseau est 
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augmentée en déliant les liaisons serrées, ce qui permet aux protéines et à l’eau d’entrer dans 
l’espace extravasculaire (Serhan, Ward et al. 2010). Les neutrophiles sont attirés vers l’espace 
sous-endothélial par des chimioattractants comme C5a, des cytokines comme l’interleukine 
(IL)-1β et TNF-α, des chimiokines CXC, du collagène et peptides bactériens (Serhan, Ward et 
al. 2010).  
Durant l’inflammation chronique, les molécules d’adhésion exprimées par les cellules 
endothéliales sont reconnues par les lymphocytes et monocytes qui migrent à travers 
l’endothélium (Serhan, Ward et al. 2010). Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes 
et sécrètent des anticorps, et les monocytes se différencient en macrophages qui, comme les 
lymphocytes, sécrètent des facteur activateurs de lymphocytes, monocytes et macrophages, et 
stimulent la production de collagène par les fibroblastes (Serhan, Ward et al. 2010). 
 
1.5.2.   L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique 
L’inflammation est grandement impliquée dans toutes les étapes du développement de 
l’athérosclérose, de l’oxydation des « low-density lipoproteins » (LDL) dans la paroi 
vasculaire jusqu’à la rupture de la plaque fibreuse. Or l’athérosclérose est la cause primaire de 
maladie cardiovasculaire et d’accident vasculaire cérébral, étant la cause sous-jacente de 
jusqu’à 50% des décès annuels dans les sociétés occidentales (Lusis 2000).  
Le LDL est un complexe lipide-protéine sphérique de densité faible (comparativement 
aux HDL) qui transporte le cholestérol dans le sang. L’hyperlipidémie et 
l’hypercholestérolémie entrainent l’infiltration de LDL dans l’intima, où les protéoglycanes de 
l’intima se lient aux protéines du LDL via des interactions ioniques (Tabas, Williams et al. 
2007), ce qui constitue la première étape cruciale de développement de la plaque 
athéromateuse (Skalen, Gustafsson et al. 2002). Le LDL est ensuite oxydé par des enzymes 
pro-oxydantes diverses ou par les DRO générés durant l’inflammation, ce qui modifie les 
composants du LDL en d’autres biomolécules capables d’initier une réponse inflammatoire, 
stimulant la production de molécules d’adhésion sur l’endothélium comme la E-sélectine 
(Hwang, Ballantyne et al. 1997) et « vascular cellular adhesion molecule » (VCAM-1) (Li, 
Cybulsky et al. 1993), et de cytokines comme TNF-α, interféron-γ (IFN-γ), CCL2 (ou MCP-
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1), CCL5, CXCL10 et CX3CL1, qui contribueront à attirer d’autres lymphocytes T et 
monocytes dans l’intima (Zernecke, Shagdarsuren et al. 2008). Les monocytes migrent ainsi 
dans l’espace sous-endothélial et se différencient en macrophages sous l’influence du « 
macrophage colony stimulating factor » (M-CSF) (Qiao, Tripathi et al. 1997), puis 
phagocytent le LDL oxydé (oxLDL) jusqu’à devenir des cellules spumeuses (« foam cells ») 
caractéristiques des stries lipidiques qui stimulent la réponse inflammatoire. Les cellules 
dendritiques rejoignent l’espace sous endothélial et contribuent à la réponse inflammatoire, 
elles qui ont généralement pour rôle de présenter les antigènes aux lymphocytes pour initier 
une réponse immunitaire acquise (Murphy, Travers et al. 2007). Lorsque les cellules 
dendritiques sont activées dans les stries lipidiques par tous les stimuli proinflammatoires, 
elles présentent les LDL phagocytés comme étant des pathogènes étrangers, et activent les 
lymphocytes dans les nœuds lymphatiques (Stemme, Faber et al. 1995, Niessner, Sato et al. 
2006). Les lymphocytes T ainsi activés jouent un rôle clé dans la pathogénèse de 
l’athérosclérose (Hansson and Hermansson 2011). Les cellules spumeuses sécrètent du 
« platelet-derived growth factor » (PDGF), et les cellules endothéliales sécrètent du 
« fibroblast growth factor » (FGF) (Falcone, McCaffrey et al. 1993), qui vont tous deux attirer 
les CMLV et stimuler leur prolifération (Louis and Zahradka 2010). Au fil du temps les 
CMLV sécrètent du collagène qui formera la capsule fibreuse, qui est affaiblie par les 
métalloprotéinases relâchées par les macrophages et devient alors propice à la rupture (Shah, 
Falk et al. 1995). Enfin, la plaque se rompt et relâche divers facteurs prothrombotiques dans la 
lumière du vaisseau, formant un thrombus (Libby 2002) qui occlut le vaisseau de façon 
complète, obstruant le flux en aval de la plaque, ou bien de façon partielle, causant un 
thromboembolisme qui occlura le flux ailleurs dans la circulation (Fuster, Stein et al. 1990)  
Ainsi, l’athérosclérose est une maladie profondément inflammatoire impliquant toutes 
les branches de l’immunité innée et acquise. 
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1.6.  La dysfonction endothéliale, le stress oxydant et l’inflammation : qui fait quoi? 
Nous avons vu que dans la dysfonction endothéliale, l’équilibre redox était débalancé 
et que l’endothélium subissait un stress oxydant. La dysfonction endothéliale est fortement 
associée à (et précède) l’athérosclérose, maladie inflammatoire chronique. Comment donc 
plaçons-nous ces trois paramètres que sont l’inflammation, le stress oxydant et la dysfonction 
endothéliale, de façon à obtenir un portrait cohérent de la pathogénèse de l’athérosclérose et 
des maladies cardiovasculaires auxquelles ces trois facteurs sont associés?  
Nous verrons dans cette section un résumé des effets que chaque membre de cette 
« triade de la santé vasculaire », telle que proposée par Wadley et al. (Wadley, Veldhuijzen 
van Zanten et al. 2013), pourrait avoir sur les deux autres, avec un rapide survol des 
mécanismes qui pourraient être impliqués (Figure 2).  
 
Figure 2 : Le stress oxydant, la dysfonction endothéliale et l’inflammation interagissent entre 
eux pour former un environnement pro-athérosclérotique. Le NF-κB pourrait être la voie de 
signalisation centrale à l’interaction entre les trois paramètres.  
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TRX : thiorédoxine; TXNIP : protéine interagissant avec la thiorédoxine; Figure adaptée de 
(Wadley, Veldhuijzen van Zanten et al. 2013) 
 
1.6.1.   Le stress oxydant et la dysfonction endothéliale 
Chez les hommes de 60 ans, le stress oxydant est fortement associé à une réduction de 
la fonction endothéliale (Donato, Eskurza et al. 2007). Cette association pourrait être due aux 
modifications que le stress oxydant cause aux LDL, puisque le taux de LDL oxydés est associé 
à la dysfonction endothéliale et à la rigidité artérielle (Brinkley, Nicklas et al. 2009). De plus, 
le NO qui est la molécule clé de la fonction endothéliale mais ayant des fonctions allant au 
delà de son effet sur le GMPc des CMLV, réagit en présence de stress oxydant et plus 
précisément de O2- pour former du ONOO·− qui peut modifier les résidus tyrosine des 
protéines (Rubbo, Trostchansky et al. 2002). Le stress oxydant peut donc directement 
contribuer à la dysfonction endothéliale en réduisant la biodisponibilité du NO. De plus, si les 
protéines nitrosylées en question sont celles qui forment le LDL, le LDL oxydé/modifié par le 
ONOO·− peut être phagocyté par les macrophages et contribuer à la progression de la plaque 
athérosclérotique (Rubbo, Trostchansky et al. 2002). 
 
1.6.2.   L’inflammation et la dysfonction endothéliale 
Bien qu’il ne semble pas exister de consensus dans la littérature, il est probable que ce 
soit l’inflammation qui soit à l’origine de la dysfonction endothéliale, et non l’inverse. Le 
TNF-α et la protéine C-réactive (« C-reactive protein », CRP) sont des molécules impliquées 
dans l’inflammation dont l’expression augmente avec l’âge (Roubenoff, Harris et al. 1998) et, 
dans le cas de TNF-α, avec le taux de graisse abdominale (Trayhurn and Wood 2005). Ces 
deux molécules formeraient un lien important entre l’inflammation et la dysfonction 
endothéliale puisque plusieurs publications relatent leurs effets inhibiteurs sur la transcription 
et l’activité de l’eNOS (Singh, Devaraj et al. 2007, Zhang, Park et al. 2009). De plus, le TNF-
α et l’IL-1β induisent la dysfonction endothéliale chez l’homme in vivo (Bhagat and Vallance 
1997), tout comme l’inflammation induite par la vaccination (Clapp, Hingorani et al. 2004), 
mais pas lorsque la vaccination est précédée par l’injection d’une forte dose d’aspirine 
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(Kharbanda, Walton et al. 2002). Dans les cellules endothéliales de veine saphène, la CRP 
augmente la production de l’endothéline-1, un EDCF (Verma, Li et al. 2002). Finalement, les 
cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-35 inhibent la dysfonction endothéliale (Shao, 
Cheng et al. 2014). 
 
1.6.3.   Le stress oxydant et l’inflammation 
Les interactions entre le stress oxydant et l’inflammation ne sont pas encore bien 
comprises par la communauté scientifique, mais il semblerait que cette interaction existe et 
que l’un pourrait être une cause directe de l’autre, et vice-versa (Kim, Montagnani et al. 2006). 
Le NF-κB semble faire partie du lien entre les deux voies car il est activé en réponse aux DRO 
(Donato, Eskurza et al. 2007) et aux cytokines proinflammatoires comme le TNF-α, le TNF-β 
et l’IL-1 (Osborn, Kunkel et al. 1989, Hohmann, Remy et al. 1990). De plus, NF-κB stimule la 
transcription de gènes pro-inflammatoires tels que l’IL-6 et le TNF-α.  
Une autre voie de signalisation possible qui lie les deux membres de notre triade est la 
thioréxodine (TRX), une oxydoréductase capable de neutraliser les DRO (Go, Ziegler et al. 
2007) et d’augmenter l’expression d’autres enzymes antioxydantes (Burke-Gaffney, Callister 
et al. 2005). La TRX est liée à la protéine interagissant avec la thiorédoxine (TXNIP) qui 
détecte les niveaux redox et se détache de TRX en présence de DRO (Zhou, Tardivel et al. 
2010). Suite à cela, la TRX est libre d’exercer son effet antioxydant, mais TXNIP est aussi 
libre de jouer un rôle pro-inflammatoire, augmentant l’activité de l’IL-1β (Zhou, Tardivel et 
al. 2010). La TRX elle-même pourrait également avoir un rôle pro-inflammatoire, augmentant 
la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1α, l’IL-6, l’IL-8, le TNF-α et 
l’IL-2 (Schenk, Vogt et al. 1996). De plus, dans les CMLV d’artère pulmonaire de rat, la 
surexpression de TXNIP est associée avec une diminution de la vasodilatation dépendante du 
NO (Schulze, Liu et al. 2006), confirmant le rôle délétère de cette voie. 
 
1.6.4.   Le NF-κB et la triade de la santé vasculaire 
La voie de signalisation pro-inflammatoire NF-κB pourrait être celle qui lie les trois 
membres de notre triade. En plus de lier l’inflammation et le stress oxydant (voir paragraphe 
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5.3), le NF-κB a été associé à la réduction de la vasodilatation dépendante de l’endothélium 
due à l’âge (Pierce, Lesniewski et al. 2009). En effet, chez les adultes en surpoids, l’inhibition 
pharmacologique de NF-κB avec la salsalate a augmenté de façon dramatique la vasodilatation 
dépendante de l’endothélium en réponse à l’augmentation du débit sanguin (Pierce, 
Lesniewski et al. 2009). Cette augmentation de la fonction endothéliale est probablement due 
à un effet sur le stress oxydant puisque l’ajout d’un antioxydant a eu un effet vasodilatateur sur 
le groupe placebo, mais pas d’effet additionnel sur le groupe traité (Pierce, Lesniewski et al. 
2009).  
Il existe toutefois des résultats contradictoires : le traitement avec la sulfasalazine, un 
autre inhibiteur de NFκB, n’a pas renversé la dysfonction endothéliale de patients coronariens 
(Tabit, Holbrook et al. 2012). Mais comme toutes les études, celle-ci présente ses limitations, 
comme le faible échantillonnage (n=5), l’utilisation d’une seule dose d’inhibiteur et la 
possibilité d’interaction entre la sulfasalazine avec d’autres médicaments (Tabit, Holbrook et 
al. 2012). 
 
1.6.5.   La triade de la santé vasculaire 
Les résultats de l’étude menée par Clapp et al. indiquent que la dysfonction 
endothéliale serait causée par l’inflammation, mais que le stress oxydant a un rôle à jouer dans 
cette dysfonction endothéliale causée par l’inflammation (Clapp, Hingorani et al. 2004). En 
effet, l’injection d’un vaccin contre la typhoïde induisant une réponse inflammatoire a diminué 
la vasodilatation dépendante de l’endothélium dans les artères de l’avant-bras ainsi que la 
biodisponibilité du NO, et la fonction endothéliale n’a pas été rétablie par la L-arginine, 
substrat de la eNOS, mais a été partiellement retrouvée en présence d’acide ascorbique, un 
agent antioxydant (Clapp, Hingorani et al. 2004).  
Notre protéine d’intérêt, l’angptl2, pourrait avoir un effet sur chacun des membres de 
la triade, elle qui est est pro-inflammatoire, fort probablement impliquée dans la dysfonction 
endothéliale et également potentiellement pro-oxydante. 
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1.7.  L’angptl2 
1.7.1.   Description 
L’angptl2 fait partie de la famille des « angiopoietin-like proteins », qui compte 8 
glycoprotéines ayant une structure similaire aux angiopoiétines, soit un domaine « helical 
coiled-coiled » en son extrémité N-terminale et une courte séquence peptidique la reliant au 
domaine homologue au fibrinogène (« fibrinogen-like domain », FLD) du côté de l’extrémité 
C-terminale (Kim, Moon et al. 1999), à l’exception de l’angptl8 qui n’a pas de FLD 
(Quagliarini, Wang et al. 2012). L’angptl2 est une glycoprotéine de 493 acides aminés ayant 
un poids moléculaire de 64 kDa (Kim, Moon et al. 1999) (Figure 3). Chez l’homme, son 
ARNm est exprimé en grande quantité dans le tissu adipeux (Tabata, Kadomatsu et al. 2009), 
le cœur, l’intestin grêle, la rate, l’estomac, et en quantité plus faible dans le colon, les ovaires, 
la glande surrénale, le muscle squelettique et la prostate (Kim, Moon et al. 1999). La protéine 
est exprimée dans les cellules endothéliales, mais peu dans les CMLV (Farhat, Thorin-
Trescases et al. 2013). Elle est sécrétée dans le sang à des concentrations d’environ 1 à 3 
ng/mL chez l’humain sain (Thorin-Trescases and Thorin 2014). Dans les adipocytes, il a été 
démontré que l’angptl2 était sécrétée de manière rythmique et qu’elle suivait un rythme 
circadien (Kitazawa, Nagano et al. 2011, Kadomatsu, Uragami et al. 2013). L’identité de 
son/ses récepteur(s) demeure incertaine, mais l’intégrine α5β1 (Tabata, Kadomatsu et al. 
2009) et le « leukocyte immunoblogulin-like receptor B2 » (LILRB2) (Zheng, Umikawa et al. 
2012) ont été proposés comme candidats, dans les cellules endothéliales et dans les cellules 
souches hématopoïétiques, respectivement.  
 
Figure 3 : Structure secondaire de l’angptl2, avec le domaine hydrophobe (en rose) à 
l’extrémité N-Terminale, le domaine « coiled-coil » (en vert) et le domaine homologue au 
fibrinogène (en bleu). Figure adaptée de (Dhanabal, Jeffers et al. 2005). 
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1.7.2.   Effets physiologiques 
Comme les angiopoiétines, l’angptl2 est pro-angiogénique (Kim, Moon et al. 1999), et 
l’angiogénèse est nécessaire entre autres à la formation normale de l’arbre vasculaire durant le 
développement embryonnaire. L’angptl2 dispose également de propriétés anti-apoptotiques tel 
que démontré dans les cellules endothéliales de poisson-zèbre knockdown pour angptl1 et 
angptl2 lors de l’angiogénèse, puis confirmé in vitro (Kubota, Oike et al. 2005). L’effet anti-
apoptotique de l’angptl2 a aussi été démontré dans les macrophages qui subissent un stress 
comme la privation de sérum (Swain, Wottawa et al. 2014). L’angptl2 a également un effet 
pro-vasculogénique (stimule la formation de novo de vaisseaux à partir de cellules souches) 
sur les cellules formant des colonies endothéliales provenant du sang de cordon ombilical 
humain (Richardson, Robbins et al. 2014). De plus, l’angptl2 augmente la survie et 
l’expansion de cellules souches hématopoïétiques dérivées de la moelle osseuse (Zheng, 
Umikawa et al. 2012). Dans le cytosol, l’angptl2 augmente la sensibilité à l’angiotensine II en 
induisant le recyclage du récepteur à l’angiotensine II de type 1A (AT1R) vers la membrane 
plasmique (Guo, Chenier et al. 2003). Finalement l’angptl2 est anti-thrombotique: elle inhibe 
l’agrégation plaquettaire stimulée par des agonistes comme la CRP, la thrombine ou l’ADP 
(Fan, Shi et al. 2014). 
 
1.7.3.   Effets pathophysiologiques 
Malgré ses effets physiologiques, la production d’angptl2 à des concentrations trop 
élevées peut avoir des effets pathologiques. L’effet majeur de l’angptl2 est son effet pro-
inflammatoire, et c’est à travers lui que l’angptl2 contribue au développement de plusieurs 
maladies chroniques comme le cancer, le diabète, l’athérosclérose, le syndrome métabolique, 
l’arthrite rhumatoïde, la dermatomyosite, l’inflammation de la cornée, l’insuffisance rénale 
chronique, l’anévrisme aortique, et l’hyperplasie néo-intimale (pour revue (Thorin-Trescases 
and Thorin 2014)).  
Les niveaux circulants d’angptl2 sont plus faibles chez les volontaires sains que chez 
les patients atteints de la maladie coronarienne (Tabata, Kadomatsu et al. 2009, Farhat, 
Thorin-Trescases et al. 2013), et sont positivement corrélés avec la sévérité de la maladie 
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(Oike and Tabata 2009). Notre groupe a démontré une augmentation de l’adhésion de 
leucocytes sur l’endothélium isolé de souris athérosclérotiques n’exprimant pas le récepteur 
aux LDL mais surexprimant l’apolipoprotéine ApoB100 humaine (LDLr -/-, hApoB100+/+; 
ATX) après avoir été exposé ex vivo à l’angptl2 recombinante (Farhat, Thorin-Trescases et al. 
2013). De plus, l’infusion chronique d’angptl2 chez ces souris ATX a augmenté la taille de la 
plaque athérosclérotique et l’expression de molécules d’adhésion et de cytokines pro-
inflammatoires (Farhat, Thorin-Trescases et al. 2013). Notre laboratoire a également 
récemment rapporté l’implication de l’angptl2 dans la dysfonction endothéliale, en démontrant 
d’une part une dysfonction aigüe en présence d’angptl2, qui peut être prévenue par la co-
incubation des artères isolées avec l’antioxydant N-acétylcystéine (NAC), et d’autre part une 
préservation de la production de NO dans les artères de souris knockdown pour l’angptl2 après 
un régime riche en graisse (« high-fat diet »), préservation de NO qui n’était pas observée chez 
les souris contrôles (Yu, Luo et al. 2014). Un autre groupe a récemment démontré que 
l’angptl2 dérivé des cellules endothéliales accélérait l’inflammation vasculaire en activant la 
voie de signalisation de l’intégrine α5β1/NFκB, entrainant ainsi la dysfonction endothéliale, 
une diminution de la phosphorylation de eNOS, et l’athérosclérose (Horio, Kadomatsu et al. 
2014).  
Ces résultats sont à la base de la théorie de l’implication de l’angptl2 dans la 
dysfonction endothéliale qui, de concert avec un environnement pro-inflammatoire, précède le 
développement de la plaque athéromateuse.  
Dans un modèle de souris qui surexpriment angptl2 spécifiquement dans les cellules 
épithéliales de la peau (souris transgéniques K14-angptl2), l’angptl2 accélère le 
développement des carcinomes squameux induits par blessure chimique (Aoi, Endo et al. 
2011), qui sont caractérisés par une augmentation de la peroxydation des lipides, un marqueur 
de stress oxydant (Aoi, Endo et al. 2014). Ceci suggère un lien entre l’angptl2 et le stress 
oxydant. De plus, des données préliminaires de notre laboratoire indiquent que la stimulation 
aigüe de cellules endothéliales de veine ombilicale (« human umbilical vein endothelial 
cells », HUVEC) avec de l’angptl2 recombinante induit une production massive de DRO 
(Farhat et al., données non publiées) (Figure 4). Ces données suggèrent que l’angptl2, si 
présente de façon chronique, pourrait affecter l’équilibre redox de la cellule en faveur du stress 
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oxydant. Il est donc légitime de se poser la question suivante : le rôle de l’angptl2 dans le 
développement de la dysfonction endothéliale et l’athérosclérose est-il dû seulement à son 
action pro-inflammatoire, ou également à son action pro-oxydante?  
 
Figure 4 : L’angptl2 induit une production rapide et massive de DRO dans les HUVEC        
(A) Images de microscopie confocale montrant le niveau de fluorescence au DCFDA induite 
par les DRO avant (0 sec) et après (300 sec) l’ajout d’angptl2 recombinante sur des HUVECs 
à 1, 10 et 100 nM. Une forte dose (1mM) d’H2O2 a été ajoutée par la suite pour montrer le 
niveau maximal de fluorescence détectable. (B) Suivi de la fluorescence au cours du temps 
durant 5 min après l’ajout de 10 nM d’angptl2 recombinante, puis 7 min après l’ajout du H2O2. 
(C) Les effets de l’angptl2 recombinante sur la fluorescence au DCFDA induite par les DRO 
est dose-dépendante. À 100 nM, l’angptl2 induit une production de DRO comparable à celle 
induite par le H2O2. Les données sont des moyennes ± erreur-type de la moyenne, 2 à 3 
itérations, et plus de 6 cellules observées individuellement pour chaque condition. *: p<0.05 
versus la condition basale; ϕ: p<0.05 versus H2O2. 
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1.7.4.   Voies de signalisation connues 
Le récepteur de l’angptl2 n’ayant pas encore été clairement identifié, les voies de 
signalisation responsables de ses différents effets n’ont pas été élucidées avec certitude. 
Certaines voies ont toutefois été caractérisées.  
L’angptl2 active la voie du facteur de croissance transformant- β (« transforming 
growth factor, TGF-β) / Smad pour induire la fibrose et l’hypertrophie du ligamentum flavum. 
En effet, l’étirement ex vivo du ligamentum flavum entraine l’expression d’angptl2 et active la 
voie de signalisation TGF- β/Smad; lorsque l’expression d’angptl2 est bloquée par siRNA, la 
voie TGF- β/Smad est bloquée (Nakamura, Okada et al. 2014). La voie phosphatidyl-inositol 3 
kinase (PI3K)/Akt pourrait être responsable des effets anti-apoptotiques (Kubota, Oike et al. 
2005). Dans les cellules endothéliales, l’intégrine α5β1 semble relayer les effets pro-
inflammatoires de l’angptl2, en provoquant la translocation nucléaire du facteur de 
transcription NFκB, qui augmente la transcription de gènes inflammatoires tels que l’IL-6 et le 
TNF-α, et les molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 (Tabata, Kadomatsu et al. 2009). La 
transcription du gène codant pour l’angptl2 est augmentée par le facteur de transcription activé 
2 (« activated transcription factor 2 », ATF2) et par le facteur de transcription c-Jun, qui sont 
tous deux activés en présence de DRO (Aoi, Endo et al. 2014). Or, l’activation de NF-κB par 
l’angptl2 pourrait causer une production de DRO (Aoi, Endo et al. 2014), et donc l’angptl2 
pourrait induire indirectement la transcription de son propre gène (Aoi, Endo et al. 2011, 
Endo, Nakano et al. 2012, Aoi, Endo et al. 2014). D’autres données de notre laboratoire 
renforcent cette notion d’implication des DRO dans l’expression de l’angptl2 : l’ajout de 
l’antioxydant NAC sur des cellules endothéliales isolées de patients atteints de maladie 
coronarienne a significativement réduit l’expression d’angptl2 (Farhat, Thorin-Trescases et al. 
2013). À l’inverse, dans un environnement pro-oxydant comme chez les fumeurs, l’expression 
d’angptl2 dans les cellules endothéliales était significativement augmenté (Farhat, Thorin-
Trescases et al. 2008). De plus, dans les artères de souris isolées, la dysfonction endothéliale 
induite par l’angptl2 est prévenue en présence de NAC (Yu, Luo et al. 2014). Les DRO 
semblent donc être importants dans la signalisation de l’angptl2, mais également dans celle qui 
contrôle l’expression d’angptl2.  
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Finalement, la p38MAPK est impliquée dans l’activité pro-métastatique de l’angptl2 
dans l’ostéosarcome (Odagiri, Kadomatsu et al. 2014), mais pas dans ses effets anti-
apoptotiques dans les cellules endothéliales (Kubota, Oike et al. 2005). La voie de 
signalisation p38 est généralement activée dans la signalisation de réponse aux différents 
stress auxquels les cellules font face, tels que l’irradiation, le choc thermique, l’exposition aux 
rayons ultraviolets, les cytokines proinflammatoires, le stress osmotique (Obata, Brown et al. 
2000).  
 
L’angiopoietin-like 2 exerce donc plusieurs rôles physiologiques et 
pathophysiologiques, étant pro-inflammatoire et pro-oxydante. Dans les cellules endothéliales, 
l’inflammation et le stress oxydant sont impliqués dans le développement de la dysfonction 
endothéliale. Ces trois facteurs sont intimement interreliés et tous impliqués dans la 
pathogénèse de l’athérosclérose. Il est donc permis de croire que le rôle pro-athérosclérotique 
de l’angptl2 passe par son rôle pro-inflammatoire qui agit en synergie avec son effet pro-
oxydant. Ce rôle pro-oxydant a très peu été étudié, et fait l’objet de ce mémoire de maîtrise. 
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2.  Hypothèse et objectifs de l’étude 
2.1.  Hypothèse  
L’angptl2 est une glycoprotéine pro-inflammatoire, pro-athérosclérotique et dont 
l’expression est favorisée dans un environnement pro-oxydant. Des données préliminaires du 
laboratoire montrent que l’angptl2 stimule de façon aigüe la production de DRO dans des 
cellules endothéliales en culture, et induit une dysfonction endothéliale ex vivo qui peut être 
prévenue par le NAC.  
Nous émettons l’hypothèse que l’angptl2 cause un stress oxydant chronique, d’abord 
en induisant en aigu la production de DRO, puis en inhibant la voie antioxydante protectrice 
endogène Nrf2.  
 
2.2.  Objectifs spécifiques 
•   Étudier les variations de l’expression de Nrf2, de son inhibiteur Keap-1 et de son 
activateur DJ-1 dans les cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC) 
en présence d’angptl2 recombinante, à court terme (10 min) et à plus long terme (24 h). 
•   Étudier le rôle des DRO dans la signalisation d’angptl2 en les neutralisant avec l’ajout 
d’un antioxydant exogène, le NAC. 
•   Étudier les variations de l’activité de la p38MAPK (phosphorylation) en réponse à 
l’angptl2. 
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3.  Matériel et méthodes 
3.1.  Culture cellulaire 
Nous avons utilisé des cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical humain 
(HUVEC) (Lonza) au passage 4, décongelées au passage 3 dans un pétri 100 x 20 mm 
(Sarstedt) dans le milieu de culture EGM-2 10% sérum de veau fœtal (« fetal bovine serum », 
FBS), préparé à partir de EBM-2 Basal Medium (Lonza) auquel ont été ajoutés les facteurs de 
croissance de la trousse EGM-2 SingleQuot Kit et de FBS 10%. Les passages de cellules ont 
ensuite été effectués en rinçant au PBS, puis en appliquant 1 mL de 0,05% Trypsine-EDTA 
(Gibco) à 37°C pendant 1 minute, qui a ensuite été neutralisée avec 9 mL de milieu EGM-2 
10% FBS. Les cellules ont ensuite été réparties dans les différents puits des plaques de 6 puits 
(Sarstedt). Une fois arrivées à 80% de confluence, les cellules ont été exposées au milieu sans 
sérum EBM-2 1% Penicillin-Streptomycin (P-S) pendant 16h (pour les cellules stimulées 10 
minutes) ou 4h (pour les cellules stimulées 24h). Ce milieu a ensuite été aspiré, puis remplacé 
par le milieu sans sérum avec ou sans Angptl2 recombinante 100 nM, et avec ou sans 
l’antioxydant NAC (Sigma) 10 µM. La solution stock de NAC a été dissoute dans le milieu 
sans sérum EBM-2 puis conservée à -20°C. La concentration d’angptl2 recombinante (100 
nM) a été choisie en fonction de son effet maximal sur la production de DRO (Figure 4).  
La procédure de la préparation de la solution stock d’Angptl2 recombinante dans notre 
laboratoire est détaillée dans l’article méthodologique du Dr. Farhat (Farhat, Mamarbachi et 
al. 2014). Brièvement, les cellules « Human Embryonic Kidney » 293 (HEK) ont été 
transfectées avec le gène de l’angptl2 recombinante, et produisaient donc l’angptl2 contenant 
de la GST, qui sécrétaient l’angptl2 –GST recombinante dans le milieu de culture. Ce milieu a 
été récolté tous les 2-3 jours, la protéine a été isolée par chromatographie liquide de protéine 
rapide (« Fast protein liquid chromatography », FPLC) sur une colonne GST, concentrée par 
filtration centrifuge et purifiée par dialyse. Durant cette procédure, le tampon utilisé lors de la 
dialyse a été récolté, et par la suite utilisé comme contrôle négatif de l’angptl2 : les cellules qui 
ne sont pas exposées à l’angptl2 sont exposées au tampon de dialyse. 
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3.2.  Extraction protéique 
La trousse NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (Thermo Scientific) a 
été utilisée afin de séparer les extraits protéiques du cytoplasme de ceux du noyau. Aux trois 
solutions (Cytoplasmic Extraction Reagent I ou CER I, CER II, et Nuclear Extraction Reagent 
ou NER), 1 µM de microcystine (Cayman Chemical) et 1X de Halt™ Protease Inhibitor 
Cocktail (provenant du Protease Inhibitor Cocktail Kit, Thermo Scientific) ont été ajoutés.  
Les cellules ont été exposées à 100 µL par puits de CER I 10 minutes sur glace, 
pendant lesquelles elles ont été décollées du puits à l’aide d’un grattoir à cellules (Sarstedt) et 
transférées dans des tube. Après un vortex, 5,5 µL de CER II ont été ajoutés avant une 
incubation d’une minute sur glace. Après une centrifugation de 5 minutes à 16000 x g à 4°C, 
le surnageant a été prélevé, qui contient alors la fraction protéique cytoplasmique. Celle-ci a 
ensuite été nettoyée de tous les débris cellulaires à l’aide d’une centrifugation additionnelle de 
10 minutes à 16000 x g à 4°C.  
Le culot a ensuite été rincé (et non resuspendu) avec 20 µL de CER I pour enlever les 
résidus de fraction cytoplasmique, puis centrifugé à nouveau. Il a ensuite été resuspendu dans 
20 µL de NER en laissant agir 40 minutes sur glace avec un vortex toutes les 10 minutes. 
Enfin, une dernière centrifugation de 10 minutes nous a donné dans le surnageant la fraction 
protéique nucléaire.  
Les échantillons protéiques cytosoliques et nucléaires ont été stockés à -20°C.  
 
3.3.  Immunobuvardage de type Western 
Les concentrations en protéines des échantillons ont été mesurées par la méthode de 
Bradford (Biorad). Pour chaque gel, nous avons eu besoin de 20 µg par échantillon. Cette 
étape a été effectuée seulement sur les échantillons cytoplasmiques, car les échantillons 
nucléaires n’étaient pas suffisamment riches en protéines pour permettre de faire un Bradford 
avant l’immunobuvardage. Dans leur cas, on a utilisé l’intégralité des échantillons (20 µL) 
pour chaque expérience. Après avoir prélevé 20 µg par échantillon, du tampon de lyse (50 mM 
Tris-HCl, 20 mM β-glycérophosphate, 20 mM fluorure de sodium, 5 mM EDTA, 10 mM 
EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 % Triton, 1 µM microcystine) a été ajouté de façon à ce que les 
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volumes soient les mêmes dans chaque tube. Ensuite, le tampon de chargement 4X (loading 
buffer) (0,2 M Tris-HCl, 10 % SDS, 2 M β-mercaptoéthanol, 41,2 % sucrose, 4 mM EGTA, 
0,03 % bleu de bromophénol) a été ajouté avant d’incuber les échantillons durant 10 minutes à 
98°C.  
Afin d’obtenir un n=1 pour chaque protéine d’intérêt, on a eu besoin de deux gels 
identiques dans lesquels ont été chargés les mêmes extraits cytoplasmiques, et un troisième gel 
pour y charger les extraits nucléaires. Les trois migrations ont été faites dans des gels 
dénaturants 15 % acrylamide SDS-PAGE (0,375 M Tris, 0,1 % SDS, 15 % acrylamide, 0,1 % 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine /TEMED, 1 % ammonium persulfate) précédés par 
des gels de concentration (5 % acrylamide) à 200 V dans un tampon de migration (running 
buffer) (25 mM Trizma Base, 192 mM glycine, 0,1 % SDS) jusqu’à ce que le front de 
migration sorte du gel.  
Une fois les protéines séparées en fonction de leur poids moléculaire, elles ont été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,45 µm (Biorad) en appliquant un courant de 
100 V pendant 90 minutes dans un tampon de transfert (25 mM Trizma base, 192 mM glycine, 
20 % méthanol, 0,1 % SDS).  
Lorsque le transfert s’est terminé, les protéines ont été fixées sur la membrane grâce à 
une incubation à température ambiante durant 10 minutes avec agitation faible dans une 
solution de fixation (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 0,05 % 
glutaraldéhyde, 0,1 % Tween). 
Les membranes ont été brièvement rincées dans du TBST (Tris Buffered Saline with 
Tween) (25 mM Trizma base, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, pH=7,5) puis incubées 1 
minute dans une solution de Rouge Ponceau (0,1 % Ponceau S (Aldrich Chemicals), 5 % acide 
acétique) afin de colorer les protéines de façon non spécifique. Cette étape permet de 
s’orienter lors de l’étape suivante qui consiste à couper les membranes avec une lame de 
scalpel de façon à utiliser simultanément des anticorps primaires qui reconnaissent des 
protéines de poids moléculaires différents. Les membranes contenant les protéines 
cytoplasmiques ont été coupées à quatre endroits : à 75 kDa, 50 kDa, entre 37 et 25 kDa, et à 
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20 kDa. La membrane contenant les protéines nucléaires a également été coupée à quatre 
endroits : à 75 kDa, 50 kDa, 25 kDa, et 20 kDa.  
Toutes ces membranes ont ensuite été incubées dans la solution de blocage (TBST, 5% 
lait déshydraté, pH=7,3), afin de réduire les liaisons non-spécifiques entre les anticorps 
primaires et la nitrocellulose, durant 2 heures à température ambiante avec agitation faible.  
 
Les membranes ont par la suite été exposées aux différents anticorps primaires dilués 
dans la solution de blocage durant 18 heures à 4°C avec une faible agitation. Les protéines 
étudiées par immunobuvardage de type Western dans cette étude sont Keap-1 (69 kDa), 
Phospho-p38 MAPK (38 kDa), p38MAPK (38 kDa), Phospho-Hsp27 (27 kDa), Hsp27 (27 
kDa), Nrf2 (57 kDa) et DJ-1 (19,9 kDa). Les anticorps primaires utilisés sont les suivants :  
Pour les protéines cytoplasmiques : 
• Keap-1 (Santa Cruz, #sc-15246) dilution 1 : 100  
• Phospho-p38 MAPK (Cell Signalling, #9211) dilution 1 : 2 000  
• p38 MAPK (Cell Signalling, #8690) dilution 1 : 20 000  
• Phospho-Hsp27 (Cell Signalling, #2401) dilution 1 : 2000  
• Hsp27 (Enzo Life Sciences, #ADI-SPA-803) dilution 1 : 30 000 
Pour les protéines nucléaires :  
• Nrf-2 (Santa Cruz, #sc-722) dilution 1 : 2 000 
• DJ-1 (Cell Signalling, #2134) dilution 1 : 100  
 
Les membranes Phospho-p38 MAPK, p38 MAPK et Nrf2 ont été plus tard « strippées 
» afin d’y appliquer d’autres anticorps primaires reconnaissant des protéines codées par des 
gènes ménagers ou « housekeeping genes » qui serviront de témoin de charge (« loading 
control ») : la protéine Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) pour les 
membranes cytoplasmiques et la Nucléoporine p62 (Nup62) pour la membrane nucléaire. Le « 
stripping » consiste en deux incubations de 15 minutes dans une solution 0,2 M NaOH avec 
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agitation, avec entre les deux un rinçage de 5 minutes au TBST. Les anticorps primaires 
utilisés à cette étape sont les suivants :  
• GAPDH (Life Technologies/Ambion, #AM4300) 1 : 1 000 000  
• Nup62 (BD Transduction Laboratories, #610497) 1 : 2000 
 
Une fois l’incubation avec les anticorps primaires terminée, les membranes ont été 
rincées au TBST 3 fois 5 minutes à température ambiante avec agitation forte. Elles ont 
ensuite été incubées avec les anticorps secondaires adéquats couplés à la peroxydase de raifort 
(« horseradish peroxidase ») dilués 1 : 10 000 dans la solution de blocage durant 2 heures à 
température ambiante avec agitation faible. Les anticorps secondaires utilisés sont les suivants 
:  
• Goat anti-rabbit pour p38MAPK, Phospho-p38MAPK, Hsp27, Phopho-Hsp27, 
Nrf2 et DJ-1 
• Goat anti-mouse pour GAPDH et Nup62 
• Donkey anti-goat pour Keap-1 
 
Après cette incubation avec les anticorps secondaires, une autre étape de rinçage au 
TBST (3 fois 5 minutes) a permis d’enlever les anticorps liés de manière non-spécifique avant 
d’incuber la membrane durant 1 minute dans une solution de « Enhanced Chemiluminescence 
Substrate » (ECL, Perkin Elmer). Les membranes ont par la suite été recouvertes d’une feuille 
d’acétate de cellulose puis d’un film (Hyblot CL, Harvard Apparatus Canada), qui a été 
développé, fixé et scanné. Les fichiers ont été analysés à l’aide du logiciel Quantity One (Bio-
Rad). Le scanneur utilisé nous a donné pour chaque bande une intensité de signal (appelée 
«volume ») qui est quantitative car l’appareil est calibré. 
Afin de pouvoir comparer les films de deux « n » différents entre eux, la valeur de « 1 
» a été assignée au volume de la bande correspondant à l’échantillon 10 min contrôle (sans 
angptl2 et sans NAC). Les données de chaque bande correspondent donc aux valeurs de 
volume relatives aux échantillons 10 min contrôle.  
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3.4.  Analyses statistiques 
Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel Prism 6. Les résultats 
sont présentés sous forme de moyenne ± erreur-type de la moyenne. Les tests statistiques 
utilisés sont des tests de t pairés pour comparer les valeurs au sein d’un même groupe de durée 
de traitement, comme par exemple 10 min contrôle vs 10 min Angptl2 + NAC. Pour comparer 
deux durées de traitement entre elles, comme par exemple 10 min contrôle vs 24 h contrôle, on 
a utilisé des tests de t non-pairés.  
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4.  Résultats 
4.1.  Les effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux de Nrf2 nucléaires 
Les niveaux nucléaires de Nrf2 ne sont pas affectés après 10 min d’exposition à 
l’angptl2 (Figure 5B), mais ils sont diminués après 24 h (p<0,05) (Figure 5C). Après 10 min et 
24 h de stimulation à l’angptl2, Nrf2 diminue en présence de NAC et d’angptl2, par rapport au 
contrôle non traité (p<0,05) (Figures 5B et 5C). Le NAC seul n’a aucun effet, après 10 min et 
24 h (Figures 5B, 5C, et 5E). Les niveaux de Nrf2 sont plus faibles après 24 h qu’après 10 min 
de stimulation, dans toutes les conditions (Figures 5D et 5E). Un exemple de gel est illustré 
sur la Figure 5A.  
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Figure 5. Effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux nucléaires de Nrf2, mesurés par 
immunobuvardage de type Western, normalisés sur Nup62. (A) Exemple de film représentatif 
des résultats, montrant l’intensité du signal de Nrf2 et de Nup62. L’impact de 10 min (B) et de 
24 h (C) de traitement avec l’angptl2 est illustré. Les différences entre 10 min et 24 h avec ou 
sans angptl2 (D) et les effets du NAC à 10 min et 24 h (E) sont également présentés. Les 
résultats sont présentés en moyenne ± erreur type de la moyenne, n=5, valeurs p calculées 
avec test de t pairé pour les figures B et C, et avec le test de t non pairé pour les figures D et E, 
pour comparer entre 10 min et 24 h. (* : p<0,05; *** : p<0,001).   
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4.2.  Les effets de l’angptl2 et NAC sur DJ-1 
DJ-1 est la protéine stabilisatrice de Nrf2, qui permet sa translocation vers le noyau. 
L’expression de DJ-1 pourrait donc, en théorie, suivre celle de Nrf2.  
L’angptl2 n’a pas d’effet statistiquement significatif sur les niveaux nucléaires de DJ-1 
après 10 min ou 24 h de stimulation, bien qu’il y ait une tendance à la diminution de DJ-1 
après 10 min (p=0,0546) (Figures 6A, 6B et 6C). Seul, le NAC n’a aucun d’effet à 10 min et 
24 h (Figure 6E). Combinés, l’angptl2 et le NAC diminuent DJ-1 après 10 min (p<0,01) mais 
pas après 24 h (Figures 6B et 6C). Les niveaux de DJ-1 sont plus faibles après 24 h qu’après 
10 min de stimulation, dans toutes les conditions (p<0,05) (Figures 6A, 6D et 6E). 
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Figure 6. Effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux nucléaires de DJ-1, mesurés par 
immunobuvardage de type Western, normalisés sur Nup62. (A) Exemple de film représentatif 
des résultats, montrant l’intensité du signal de DJ-1 et de Nup62. L’impact de 10 min (B) et de 
24 h (C) de traitement avec l’angptl2 est illustré. Les différences entre 10 min et 24 h avec ou 
sans angptl2 (D) et les effets du NAC avec ou sans angptl2 à 10 min et 24 h (E) sont 
également présentés. Les résultats sont présentés en moyenne ± erreur type de la moyenne, 
n=4, valeurs p calculées avec test de t pairé pour les figures B et C, et avec le test de t non 
pairé pour les figures D et E pour comparer entre 10 min et 24 h. (* : p<0,05; ** : p<0,01; 
*** : p<0,001)   
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4.3.  Les effets de l’angptl2 et NAC sur Keap-1 
Keap-1 est une protéine cytosolique qui inhibe Nrf2 en absence de stress oxydant en la 
dirigeant vers la dégradation protéasomale. L’expression cytosolique de Keap-1 pourrait donc, 
en théorie, varier de façon inverse aux niveaux nucléaires de Nrf2.  
Les niveaux cytosoliques de Keap-1 semblent être diminués en présence d’angptl2 par 
rapport au contrôle non traité après 10 min de stimulation (p<0,05) (Figure 7B), mais pas 
après 24 h (Figure 7C). Le NAC seul, et le NAC en présence d’angptl2 n’ont aucun d’effet 
après 10 min et 24 h de stimulation (Figures 7B et 7C). Les niveaux de Keap-1 sont plus 
faibles après 24 h qu’après 10 min de stimulation, pour les conditions contrôles seulement 
(p<0,05) (Figures 7D et 7E).  
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Figure 7. Effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux cytosoliques de Keap-1, mesurés par 
immunobuvardage de type Western, normalisés sur GAPDH. (A) Exemple de film 
représentatif des résultats, montrant l’intensité du signal de Keap-1 et de GAPDH. L’impact 
de 10 min (B) et de 24 h (C) de traitement avec l’angptl2 est illustré. Les différences entre 10 
min et 24 h avec ou sans angptl2 (D) et les effets du NAC avec ou sans angptl2 à 10 min et 24 
h (E) sont également présentés. Les résultats sont présentés en moyenne ± erreur type de la 
moyenne, n=6, valeurs p calculées avec test de t pairé pour les figures B et C, et avec le test de 
t non pairé pour les figures D et E pour comparer entre 10 min et 24 h. (* : p<0,05)  
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4.4.  Les effets de l’angptl2 et NAC sur p38MAPK 
La p38MAPK est une protéine impliquée dans plusieurs réponses cellulaires face au 
stress, et est phosphorylée lorsqu’elle est activée. Or Nrf2 peut être phosphorylée par la 
p38MAPK. L’angptl2 pourrait, en théorie, avoir un effet sur Nrf2 à travers p38MAPK.  
L’angptl2 seul, le NAC seul, et l’angptl2 en présence du NAC n’ont eu aucun effet 
statistiquement significatif sur la phosphorylation de p38MAPK (Figures 8A, B, C, D, E, F). 
La phosphorylation de p38MAPK ne varie pas de façon statistiquement significative entre 10 
min et 24 h, dans aucune des conditions (Figures 8E et 8F). 
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Figure 8. Effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux cytosoliques de P-p38MAPK /              
T-p38MAPK, mesurés par immunobuvardage de type Western et normalisés sur leurs 
GAPDH respectifs. (A-B) Exemple de film représentatif des résultats, montrant l’intensité du 
signal de P-p38, T-p38, et les GAPDH respectifs. L’impact de 10 min (C) et de 24 h (D) de 
traitement avec l’angptl2 est illustré. Les différences entre 10 min et 24 h avec ou sans angptl2 
(E) et les effets du NAC avec ou sans angptl2 à 10 min et 24 h (F) sont également présentés. 
Les résultats sont présentés en moyenne ± erreur type de la moyenne, n=6, valeurs p calculées 
avec test de t pairé pour les figures C et D, et avec le test de t non pairé pour les figures E et F 
pour comparer entre 10 min et 24 h. (* : p<0,05).   
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4.5.  Les effets de l’angptl2 et NAC sur Hsp27 
Hsp27 est une « heat shock protein » activée lorsqu’elle est phosphorylée par la 
p38MAPK. Nous avons étudié la phosphorylation de Hsp27 afin de vérifier si, lorsque la 
p38MAPK était activée, une de ses protéines cibles (Hsp27) serait phosphorylée.  
L’angptl2 seul, le NAC seul, et le NAC en présence d’angptl2 n’ont eu aucun effet sur 
la phosphorylation d’Hsp27 après 10 min (Figure 9C) et après 24 h de stimulation (Figure 
9D). La phosphorylation de Hsp27 diminue entre les contrôles 10 min et 24 h (p<0,05) (Figure 
9E et 9F), de même qu’entre les conditions angptl2+NAC à 10 min et 24 h (p<0,05) (Figure 
9F). Un exemple de gels est illustré sur les Figures 9A et 9B.  
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Figure 9. Effets de l’angptl2 et NAC sur les niveaux cytosoliques de P-Hsp27 / T-Hsp27, 
mesurés par immunobuvardage de type Western, normalisés sur leurs GAPDH respectifs. (A-
B) Exemple de film représentatif des résultats, montrant l’intensité du signal de P-Hsp27, T-
Hsp27 et leurs GAPDH respectifs. L’impact de 10 min (C) et de 24 h (D) de traitement avec 
l’angptl2 est illustré. Les différences entre 10 min et 24 h avec ou sans angptl2 (E) et les effets 
du NAC avec ou sans angptl2 à 10 min et 24 h (F) sont également présentés. Les résultats sont 
présentés en moyenne ± erreur type de la moyenne, n=5, valeurs p calculées avec test de t 
pairé pour les figures C et D, et avec le test de t non pairé pour les figures E et F pour 
comparer entre 10 min et 24 h. (* : p<0,05).   
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5.  Discussion 
Ce projet de recherche avait pour but d’étudier les effets de l’angptl2 sur la voie de 
défense antioxydante Nrf2 dans les cellules endothéliales. Il existe dans la littérature très peu 
d’études qui se sont penchées sur la question du stress oxydant et des DRO dans le contexte de 
l’angptl2, et aucune étude ne mentionne Nrf2. À travers cette discussion nous allons passer à 
travers les résultats afin de tenter de trouver une réponse aux questions que nous nous étions 
posées. Étant donné les résultats, mitigés, détaillés dans la section précédente, l’hypothèse de 
travail sera réétudiée. Ensuite, comme toutes les études scientifiques, celles qui ont été 
conduites dans le cadre de ce projet comportent des limites, qui seront explorées vers la fin de 
cette discussion.  
 
5.1.  L’angptl2 a-t-il un effet sur la voie antioxydante Nrf2? 
L’angptl2 à 10 min n’affecte pas la translocation nucléaire de Nrf2, mais la diminue à 
24 h (Figure 5C). Il semblerait donc que la voie Nrf2 ne soit pas affectée par l’angptl2 en aigu, 
mais qu’elle soit légèrement inhibée par une stimulation à plus long terme.  
La translocation nucléaire de Nrf2 est stimulée par un équilibre redox pro-oxydant, qui 
est détecté à la fois par Keap-1 et par DJ-1, et qui résulte en une inhibition de l’interaction 
entre Keap-1 et Nrf2, permettant ainsi à Nrf2 d’entrer dans le noyau et d’activer la 
transcription des gènes antioxydants de l’ERA (McMahon, Thomas et al. 2006, Wilson 2011). 
Or, des données préliminaires de notre laboratoire indiquent que la stimulation à l’angptl2, 
avec la dose de 100 nM utilisée dans cette étude, induit une production massive et instantanée 
de DRO, comparable à celle induite par une forte dose de H2O2 (Farhat et al., données non 
publiées) (Figure 4). On pourrait donc s’attendre à ce que cette production de DRO en aigu 
soit suffisante pour activer la voie Nrf2 et promouvoir sa translocation nucléaire. Pourtant, nos 
résultats vont à l’encontre de cette hypothèse, ne montrant pas d’effet aigu de l’angptl2 sur 
l’expression nucléaire de Nrf2 après 10 min de stimulation (Figure 5B).  
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Les expériences avec le NAC avaient pour but de voir si les effets potentiels de 
l’angptl2 sur Nrf2 étaient prévenus par l’ajout d’un antioxydant, ce qui aurait démontré 
l’implication des DRO dans cette voie de signalisation. Le NAC en présence d’angptl2 n’a 
présenté aucune différence par rapport à la condition traitée à l’angptl2 seul, mais cette 
condition (NAC+angptl2) montre une diminution des niveaux de Nrf2 nucléaires par rapport 
au contrôle non traité, après une stimulation aigue et chronique. Dans les conditions stimulées 
en aigu, ce dernier résultat (Contrôle vs NAC+angptl2), à lui seul, ne présente pas à mes yeux 
de valeur particulière puisqu’il n’y a pas de différences avec les autres conditions. Par contre, 
en stimulation chronique, l’angptl2 seul inhibe Nrf2, mais exerce le même effet en présence de 
NAC. Les DRO ne seraient donc pas impliqués dans l’effet inhibiteur de l’angptl2 chronique 
sur la voie Nrf2. Nous pensions que l’angptl2 pourrait causer une production de DRO qui à 
long terme finirait par représenter un stress oxydant trop important pour que la voie Nrf2 soit 
en mesure de le rééquilibrer. Le fait que le NAC n’ait eu aucun effet indique que cela ne 
semble pas être le cas, et donc que l’angptl2 inhibe la voie Nrf2 via une autre voie de 
signalisation.  
 
On observe une diminution importante des niveaux nucléaires de Nrf2 entre toutes les 
conditions à 10 min et les conditions correspondantes à 24 h. Cette diminution semble 
témoigner du fait qu’il existe des limites dans le modèle utilisé, dans lequel les cellules sont 
dans un environnement de stress, possiblement un stress oxydant, qui inhibe la voie Nrf2. 
Pourtant, l’ajout du NAC, qui est un antioxydant, n’empêche pas cette diminution de Nrf2, 
indiquant que celle-ci peut ne pas être reliée au stress oxydant. Toutefois, il faut considérer le 
fait que les conditions « 10 min » sont privées de sérum pendant 16 h avant de subir une 
stimulation de 10 min, alors que les conditions « 24 h » sont privées de sérum pendant 4 h 
avant de subir une stimulation de 24 h pour un total de 28 h sans sérum. Ces deux conditions 
sont donc bien différentes et ne devraient pas être comparées directement l’une à l’autre.  
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5.2.  Les effets de l’angptl2 sur Nrf2 sont-ils associés à un effet sur DJ-1?  
DJ-1 est un stimulateur de la voie antioxydante Nrf-2 qui, en présence de DRO, inhibe 
l’interaction entre Keap-1 et Nrf2 et empêche la dégradation protéasomale de Nrf2. Il est 
possible que l’angptl2 ait un effet sur Nrf2 à travers un effet sur DJ-1, puisque certains 
résultats de notre étude sur DJ-1 sont corrélés avec ceux de Nrf2 : les niveaux nucléaires de 
DJ-1 sont plus faibles à 24 h qu’à 10 min, et ce dans toutes les conditions. De plus, la 
stimulation aigue à l’angptl2 en présence de NAC diminue les niveaux nucléaires de DJ-1 par 
rapport au contrôle non traité, de façon similaire à l’effet observé sur Nrf2.  
Par contre, l’effet inhibiteur de l’angptl2 à 24 h sur Nrf2 n’est pas observé sur DJ-1, 
nous observons plutôt une tendance inverse (non significative). Somme toute, les niveaux 
nucléaires de DJ-1 n’évoluent pas exactement de la même façon que ceux de Nrf2.  
 
Nous avons étudié l’expression de DJ-1 en mesurant les niveaux protéiques nucléaires 
de DJ-1, en se basant sur la logique que DJ-1 pourrait faciliter l’entrée de Nrf2 dans le noyau 
en s’associant physiquement avec Nrf2 (Farhat 2013). Mais à ma connaissance, il n’a jamais 
été expressément démontré que DJ-1 escortait physiquement Nrf2 dans le noyau, seulement 
qu’il inhibait son interaction avec Keap-1 dans le cytosol et augmentait ainsi les niveaux 
nucléaires et l’activité de Nrf2 (Clements, McNally et al. 2006). En effet, le groupe de 
Clements et al. a démontré que bien que DJ-1 soit nécessaire à la stabilité et à l’activité de 
Nrf2, DJ-1 ne co-précipitait pas avec Nrf2, ni avec Keap-1 (Clements, McNally et al. 2006). À 
ma connaissance, les niveaux nucléaires de DJ-1 n’ont jamais été étudiés auparavant, et ne 
reflètent donc pas nécessairement les niveaux nucléaires de Nrf2.  
 
5.3.  Les effets de l’angptl2 sur Nrf2 sont-ils associés à un effet sur Keap-1?  
Keap-1 est une protéine cytosolique inhibitrice de la voie Nrf2 qui dirige Nrf2 vers la 
dégradation protéasomale en absence de DRO. Par conséquent, on pourrait s’attendre à ce 
qu’une diminution des niveaux nucléaires de Nrf2 (telle que celle observée après 24 h de 
stimulation à l’angptl2 par rapport au contrôle) puisse être corrélée à une augmentation des 
niveaux cytosoliques de Keap-1, mais cela ne semble pas être le cas. La stimulation aigue à 
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l’angptl2 diminue l’expression cytosolique de Keap-1, mais la stimulation chronique n’a pas 
eu d’effet. Au contraire, nous avions observé une inhibition de la voie Nrf2 après une 
stimulation chronique, mais pas aigue, avec l’angptl2. De plus, on observe des niveaux de 
Keap-1 cytosoliques plus faibles après 24 h qu’après 10 min de stimulation dans la condition 
contrôle non traitée, incompatibles avec la diminution des niveaux nucléaires de Nrf2.  
Comme dans le cas de DJ-1, il n’a cependant pas été démontré que les niveaux 
cytosoliques de Keap-1 étaient influencés par le stress oxydant, mais uniquement que son 
interaction avec Nrf2 était inhibée en présence de stress oxydant. Le groupe de Watai et al. a 
démontré que la stimulation de fibroblastes embryonnaires murins au diéthyl maléate, un 
agent électrophile pro-oxydant (Kiely, Wang et al. 2002), n’a pas affecté les niveaux 
cytosoliques de Keap-1, mais a augmenté les niveaux nucléaires de Nrf2, tels que mesurés par 
immunobuvardage de type Western (Watai, Kobayashi et al. 2007). L’observation des niveaux 
cytosoliques de Keap-1 n’est donc pas forcément la méthode appropriée pour mesurer 
l’influence de Keap-1 sur la voie Nrf2, bien qu’on puisse concevoir le fait que l’expression de 
Keap-1 soit corrélée avec son activité.  
 
5.4.  La voie de signalisation responsable des effets de l’angptl2 sur Nrf2 pourrait-elle 
impliquer la p38MAPK? 
Nous avions émis l’hypothèse que la p38MAPK était impliquée dans l’effet de 
l’angptl2 sur la voie Nrf2. En effet, l’activation de la p38MAPK augmente la phosphorylation 
de Nrf2 et favorise l’interaction entre Nrf2 et Keap-1 in vitro, ce qui inhibe la voie 
antioxydante Nrf2 (Keum, Yu et al. 2006). Nous avons démontré que la stimulation chronique 
à l’angptl2 avait un effet inhibiteur sur la voie Nrf2, et cet effet pourrait donc potentiellement 
impliquer la p38MAPK. Hsp27 est une « heat shock protein » activée lorsqu’elle est 
phosphorylée par la p38MAPK. Nous avons étudié la phosphorylation de Hsp27 afin de 
vérifier que la phosphorylation de la p38MAPK se traduirait par une augmentation de son 
activité, soit une augmentation de la phosphorylation de Hsp27.  
Toutefois, nos résultats sur la phosphorylation de la p38MAPK présentent des 
variabilités trop élevées pour pouvoir conclure, mais il semble que l’angptl2 n’ait aucun effet 
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sur la phosphorylation de la p38MAPK. La phosphorylation de Hsp27 n’est pas plus 
convaincante : les seules conclusions que l’on peut tirer sont une diminution de la 
phosphorylation d’Hsp27 après 24 h de stimulation par rapport à 10 min, et ce dans les 
conditions contrôle et angptl2+NAC. Dans l’ensemble, ces résultats ne semblent pas indiquer 
une implication de la p38MAPK dans les effets de l’angptl2 sur la voie Nrf2.  
 
5.5.  Quelles sont les limites de cette étude?  
Les limites de cette étude incluent d’abord l’activité biologique de la protéine 
recombinante synthétisée et purifiée dans le laboratoire. En effet, l’angptl2 recombinante 
produite n’est pas testée systématiquement avant les expériences, une étape qui devrait à 
l’avenir être incluse dans les protocoles d’utilisation de la protéine. Un exemple de test de la 
fonction de la protéine serait un QPCR mesurant les niveaux d’expression de gènes pro-
inflammatoires normalement induits par l’angptl2 tels que l’IL-6 ou le TNF-α, tel que 
démontré précédemment dans le laboratoire par le Dr. Farhat (Farhat, Thorin-Trescases et al. 
2013). La variabilité des résultats obtenus dans notre étude en utilisant différents lots 
d’angptl2 recombinante souligne l’importance de ce test. De plus, le processus de production 
de la protéine est long et offre un rendement relativement faible (Farhat, Mamarbachi et al. 
2014), ce qui limite les quantités pouvant être utilisés pour des tests d’activité biologique. 
Cependant, puisque l’angptl2 recombinante n’est pas disponible commercialement, sauf dans 
des formes clivées et non glycosylées, qui sont donc biologiquement inactives, notre protéine 
recombinante est la seule alternative. 
Une autre limite de l’étude se trouve dans les conditions de culture cellulaire, qui 
devraient peut-être inclure un contrôle des niveaux d’O2, particulièrement important pour une 
étude sur le stress oxydant. Dans notre hypothèse nous avions évoqué le fait que l’angptl2 
pourrait avoir un effet aigu différent de son effet chronique sur la voie Nrf2, nous avons donc 
choisi de stimuler les cellules durant 10 min avec de l’angptl2 recombinante et de considérer 
que cette durée représenterait une exposition aigue. Par contre, pour l’effet chronique, il était 
techniquement impossible d’aller au delà de 24 h de stimulation, les cellules en culture ne 
supportant pas la privation de sérum durant plus de 28 h. Il est possible que dans un 
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environnement où les niveaux d’oxygène sont mieux contrôlés, on puisse poursuivre le 
traitement plus longtemps et observer un effet plus marqué de l’angptl2. En effet, l’incubateur 
utilisé dans le laboratoire n’est pas muni d’un dispositif de mesure et de contrôle de l’O2 qui se 
situe donc autour de 20%. Estrada et al ont démontré qu’à 20% d’O2, les cellules souches 
mésenchymateuses humaines cultivées pendant plusieurs semaines présentaient un stress 
oxydant élevé et des dommages à l’ADN (Estrada, Albo et al. 2012). Les cellules que nous 
avons utilisées dans notre étude étaient des cellules endothéliales provenant de la veine 
ombilicale humaine, où la teneur en O2 se situe in vivo autour des 3,2% (Carreau, El Hafny-
Rahbi et al. 2011). Nos conditions de culture placent donc ces cellules dans un environnement 
fortement pro-oxydant par rapport aux conditions in vivo, qui pourrait ne pas être approprié 
pour étudier des mécanismes dépendants des niveaux redox comme Nrf2.  
Cependant, ce sont dans ces mêmes conditions qu’a été conduite l’expérience du Dr. 
Farhat sur la production aigüe de DRO induite par l’angptl2, ce qui indique bien que dans cet 
environnement, l’angptl2 peut tout de même causer un stress oxydant mesurable et non 
masqué par le stress oxydant « basal » induit par les conditions de culture cellulaire. De plus, 
l’ajout de NAC durant la culture n’a pas eu d’effet majeur, suggérant que le stress oxydant 
« basal » n’était pas aussi élevé que l’on pourrait le croire.  
 
La méthode de l’immunobuvardage de type Western permet la quantification des 
niveaux d’expression protéique. Pourtant, dans les cas de DJ-1 et Keap-1, l’évolution des 
niveaux protéiques n’a jamais été étudiée dans le cadre de Nrf2. En effet, bien que ce 
raisonnement soit logique, il n’existe pas de preuves dans la littérature d’une variation des 
niveaux nucléaires de DJ-1 ou des niveaux cytosoliques de Keap-1 lorsque les niveaux 
nucléaires de Nrf2 varient. Nous avons tout de même décidé d’étudier la variation des niveaux 
protéiques de DJ-1 et Keap-1 pour des raisons techniques : les échantillons protéiques étaient 
déjà disponibles (les même que ceux utilisés pour Nrf2), et les expériences pouvaient se faire 
parallèlement à celles sur Nrf2. 
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Lors d’un l’immunobuvardage de type Western, une limite potentielle réside dans la 
qualité des anticorps utilisés. Dans cette étude, l’anticorps Keap-1 nécessitait un temps 
d’exposition du film très long (4 h ou « overnight »), et produisait des bandes diffuses et 
tachées (Figure 7A). Par conséquent, les résultats de Keap-1 ont présenté une forte variabilité, 
de sorte que les seuls résultats statistiquement significatifs ont impliqué la condition 10 min 
contrôle, à laquelle nous avons artificiellement fixé une valeur de « 1 », sans aucune variation. 
Globalement, il semble que l’angptl2, le NAC, l’angptl2 en présence de NAC et les 
différences de durée de stimulation n’ont aucun effet sur les niveaux cytosoliques de Keap-1.  
 
5.6.  Quelles sont les prochaines étapes dans le cadre de l’étude de l’effet de l’angptl2 sur 
le stress oxydant?  
Je crois que le projet présenté ici n’a pas répondu avec certitude à la question initiale, 
qui reste encore valide : est-ce que l’angptl2 inhibe la voie antioxydante Nrf2 dans les cellules 
endothéliales? Il vaudrait la peine de réétudier l’effet de l’angptl2 recombinante sur les 
niveaux nucléaires de Nrf2, mais cette fois en vérifiant systématiquement l’activité biologique 
de la protéine recombinante produite, et ce pour chaque lot, avant chaque expérience. L’effet 
de NAC mérite également d’être réétudié, afin de déterminer le rôle des DRO. Par contre, afin 
d’étudier l’implication de DJ-1 ou de Keap-1, il serait plus approprié d’utiliser des ARNsi afin 
d’interférer avec l’expression de ces protéines, et donc de créer des cellules DJ-1 knockdown 
ou Keap-1 knockdown.  
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6.  Conclusion  
L’angptl2 est une glycoprotéine qui présente des propriétés pro-inflammatoires, et qui 
semble également être pro-oxydante. La voie antioxydante cytoprotectrice Nrf2 est un 
mécanisme important de défense contre le stress oxydant, et son inhibition pourrait être 
impliquée dans les effets pro-oxydants de l’angptl2. Les effets de l’angptl2 sur cette voie 
antioxydante, ainsi que sur d’autres voies de défense antioxydantes méritent d’être évalués, au 
vu de l’importance de l’inflammation et du stress oxydant dans la pathogénèse des maladies 
cardiovasculaires. 
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